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産生される CXC ケモカインであるインターロイキン(IL)-8 の発現を指標として検討した。
リアルタイム PCR 法と ELISA 法を用いて調べた結果、ナノサイズヒドロキシアパタイト 
(nano-HA)およびナノ--リン酸三カルシウム (nano-TCP)でヒト歯肉上皮細胞を刺激する
と遺伝子およびタンパク質レベルで IL-8発現が誘導された。直径が200 nmの粒子は40 nm
および 5 m のものと比較して最も効果的であったことから、IL-8 発現誘導の活性化は粒
径に依存していることが示唆された。BMS-345541 (NF-B 阻害剤）、PD98059 
(ERKl/2/MAP kinase 阻害剤）、SB203580 (p38/MAP kinase 阻害剤)および SP600125 
(c-Jun Ｎ terminal kinase/MAP kinase 阻害剤）などの各種シグナリング阻害剤を用いた

















ウム (OCP）、および-リン酸三カルシウム (-TCP）、または whitlockite (WHT)であるこ
とが知られている(2)。歯石の形成過程において、歯肉溝浸出液(GCF）が歯肉縁下歯石の石
灰化に必要な無機物を供給し、一方、歯肉縁上歯石においては唾液がその役割を果たす。
歯石形成は、プラークへの OCP や DCDP などのリン酸カルシウムの前駆体の沈着により










OCP、HA、TCP と WHT などのリン酸カルシウム (BCP)の局所的な沈着が様々な組織
に起こり得ることが知られており、特に変形性関節症 (12)や心臓血管疾患 (13,14)において
はその病態形成に直接的に関与すると考えられている。直径が約 1 m 以下の BCP で単球-








の沈着が、1 mM の過剰濃度のリン酸塩 (Pi)または高リン酸塩血症 (約 1 mM の健康な人




















Cycloheximide (CHX)、PD98059、SB203580、SP600125 および BMS345541 は
Calbiochem-Novabiochem Co. (La Jolla,CA)から購入した。ナノサイズの-tricalcium 
phosphate hydrate (nano-TCP) (φ＜200 nm) および hydroxyapatite-nanopowder 
(nano-HA) (φ＜200 nm、φ＜40nm) は Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) から購
入した。Micro sized-HA (φ＜5 m) は Sofsera corporation (東京,日本) から購入した。無
水塩化カルシウム (CaCl₂) および dimethyl sulfoxide (DMSO) は Wako Industries, Ltd 







した (27)。すなわち、上皮組織は小片にしたものを 10%不活化 fetal bovine serum  (FBS) 
(Gibco BRL, Rockville, MD, USA)と抗生物質の入った -Minimum Essential Medium 
(MEM) (Gibco)で培養した。3 日後、培地を MCDB153 Medium (Sigma Chemical CO., St. 
Louis, MO, USA)に置換した。また MCDB153 Medium には以下の因子、すなわち 5 μg/ml 
insulin (Sigma)、0.5  g/ml hydorocortison (Sigma) 、10 g/ml transferrin (Sigma)、14.1 
g/ml phosphorylethanolamine (Sigma) 、10 ng/ml epidermal growth factor (Sigma)、40 
g/ml bovine pituitary extract (極東製薬工業株式会社, 東京, 日本) および抗生物質を添
加した。その後、細胞が 70 ％コンフルエントに達するまで毎日培地交換を行った。コンフ





がして細胞を回収し継代を行い、2 代から 5 代のものを実験に供試した。ヒト歯肉上皮細胞




 ナノ粒子は 20 mg/ml 濃度で培地と懸濁し、数秒間超音波で分解した後、紫外線下で滅
菌処理を行った。ナノ粒子懸濁液は、6 穴マルチプレート上で 10 %  FBS を含む 2 ml の
培地中で培養した上皮細胞のコンフルエントな単一細胞層に添加することで細胞刺激を行
った。一方、細胞外 Ca²⁺または Pi により細胞刺激を行う場合には、各々CaCl₂または 1:5
比率の NaH₂PO₄と Na₂HPO₄の混合物 (pH7.4)を用いた。 
 
2.4. 逆転写および定量的 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 培養終了後、全RNAを、RNeasy® (QIAGEN Inc., Austin, TX, USA)を用いて上皮細胞か
ら抽出し、Dnase (DNA-free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA)処理を施した。なお抽出は
製品マニュアルに従い実施した。得られた全RNAはTranscriptor First Stand cDNA 
Synthesis Kit (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA)を用いてPCR増幅を行い、転
換されたcDNA 100ngを定量的RT-PCRに用いた。なおヒトIL-8とグリセルアルデヒド3-リ





Real-Time PCRの条件は、40サイクル、95/60、55/30、72/30 [温度 (℃) /時間 (秒) ]に設定





となるように試料を調製し、CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad 





それぞれカルシウムE-テスト ワコー®とホスファC-テスト ワコー® (和光純薬工業株式
会社、大阪、日本)を用いてカルシウム標準液またはリン酸標準液から検量線を作成し、吸
光度は610nmまたは750nmで測定した。分析にはSoftMax Proデータ分析ソフトウエア 
(Molecular Devices, Menlo Park, CA)を用いた。 
 
2.6. 免疫蛍光抗体分析 
 サブコンフルエントになった単一細胞層は、poly-L-lysine-coated glass bottom dish (松
浪硝子工業、大阪、日本)の上で15分間2 %パラホルムアルデヒドにより固定し、細胞膜を
浸透させるために0.25 % Triton X-100 (PBS-T)を含んだリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)で10
分間処理した。さらに非特異的結合を妨ぐために1 % (w/v)ウシ血清アルブミン (Sigma)を
含むPBS-Tで30分間ブロッキングした。その後、細胞を一次抗体としてrabbit anti-NF-B 
p-65 monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA)を用いて希釈濃
度1:800で1時間反応させた。次に1:1000で希釈した Alexa Fluor® 488 conjugated-goat 









 コンフルエントになった単一細胞層は、Cell Lysis Buffer® (Cell Signaling)を用いて、製
品マニュアルに従い溶解した。細胞溶解物は SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行っ
た後、semi-dry transblot system (ATTO, Tokyo, Japan)を用いて polyvinylidene difluoride 
membrane (ATTO)に転写した。ブロットしたメンブレンは 0.5％ (v/v) Tween20 含有 PBS
を用いて室温で 1 時間ブロッキングを行い、直ちに 1:1000 に希釈した rabbit 
anti-phospholylated extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2、anti-ERK1/2、
anti-phospholylated p38、anti-p38、anti-phospholylated c-Jun N-terminal kinase (JNK) 、
あるいは anti-JNK (Cell signaling Technology) を室温で 1 時間反応させた。引き続き、希
釈濃度 1:2000 の horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Cell signaling 
Technology)を用いて室温で 1 時間処理した後、Western blotting detection reagent ECL 
Plus® (Amersham Pharmacia Biotech Ink., Piscataway, NJ, USA)で化学発光させた。各
試料から得られた発光シグナルは Iuminescent Image analyzer Chemidoc XRS Plus™ 
(Bio-Rad)を用いて分析した。発現強度は NIH Image software を用いたデンシトメトリー
スキャンを行うことで定量化した。 
 
2.8. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による IL-8 の濃度測定 
培養終了後、遠心分離を行うことにより回収した上清は、測定に供試するまで-20℃で保
存した。培養上清中に産生されたIL-8量を human IL-8 ELISA Kit (Thermo Scientific Inc., 
Rockford, USA)を用いて測定した。吸光度は550nmで行った。分析にはSoftMax Proデー
タ分析ソフトウエア (Molecular Devices, Menlo Park, CA)を用いた。 
 
2.9. 統計分析 
 結果の再現性を確かめるために、全ての実験は 3 回以上繰り返して行い、その代表的な












3.1 ヒト歯肉上皮細胞はナノサイズリン酸カルシウム刺激で IL-8 遺伝子を発現する 
 コンフルエントとなったヒト歯肉上皮細胞を、150 g/ml の nano-HA(φ200 nm)を用い
て図１に示した時間条件で各々刺激を行い、リアルタイム PCR 法を用いて IL-8 遺伝子発
現レベルを評価した。なお実験に際しては、直径 1 m 前後の粒子により炎症反応が惹起さ
れることが報告されているので、それに近い市販品として直径 200 nm の HA を用いた。
また、ポジティブコントロールとして同じ細胞を IL-1刺激したものを用いた(27)。図 lA
に示したように、IL-1刺激の場合と同様に nano-HA を培養中に添加すると刺激後 24 時間
をピークとして、歯肉上皮細胞に IL-8 mRNA 発現が誘導された。しかし nano-HA 刺激で
誘導された発現レベルは、IL-1刺激の場合と比較して明らかに低いものであった。
nano-HA あるいは IL-1刺激のいずれの場合においても、刺激後 48 時間目の IL-8 mRNA
発現レベルはコントロールと比較して有意に高いものであった。2 人の異なるドナーから得
た歯肉上皮細胞においても再現性のある結果が得られた（データ示さず）。次に、同様の反
応が nano-HA だけでなく、化学組成で nano-TCP においても観察されるかどうかを、安定
した条件下で実験を行うためにヒト歯肉上皮細胞株 Ca9-22 を用いて調べた。TCP は
nano-HA より低い Ca/Pi 比率を持ち(25)、歯石の構成比率では HA より高いことが知られ
ている(2)。図 lB に示したように、150 g/ml の nano-TCP を用いて Ca9-22 細胞を刺激す
ると、nano-HA 刺激の場合と同様に、刺激後 24 時間をピークとした IL-8 mRNA 発現が誘
導され、48 時間以上維持されることが明らかとなった。さらに用量‐反応試験(図 lC)を実









生された IL-8 タンパク量は、刺激後 24 時間、48 時間のいずれの場合でも有意に増加して
いた。タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミドを用いて細胞を前処理すると、IL-8 
mRNA レベルの増加が阻害されたことから、nano-TCP による IL-8 産生の誘導には新生タ
ンパク質の合成が必要であることが示唆された (図 lE)。次に、Ca9-22 を用いて IL-8 遺伝
子の発現誘導に粒径が影響しているかどうかについて調べた。幅広い範囲の直径を有する
リン酸カルシウムは HA のみが市販品で利用可能であったので、直径 40 nm、200 nm およ
び 5 m の HA 粒子を実験に用いた。図 1F に示したように、直径 40 nm の HA によって
有意な IL-8 発現が誘発されるが、直径 200 nm の HA は、直径 40 nm の 2 倍の発現誘導を
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パクレベルで IL-8 発現を誘導する 
(A）：コンフルエントになったヒトプライマリー上皮細胞は nano-HA と 1 g/ml の IL-1
の刺激を行い、各図に示した時間培養を行った。(B)：コンフルエントになった Ca9-22 を
nano-HA および nano-TCP 刺激を行い、所定の時間培養した。(C)：コンフルエントになっ
た Ca9-22 は所定濃度の nano-TCP 刺激を行って 48 時間培養した。(D)：コンフルエント
になった Ca9-22 は nano-TCP 刺激を行い、所定の時間培養した。(E)：コンフルエントに
なった Ca9-22 は、培養開始 45 分前から 10 g/ml の CHX により前処理を行い、その後
nano-TCPで48時間刺激した。(F)：コンフルエントになったCa9-22は、直径40nm、200nm、
および 5m の HA で刺激を行い 48 時間培養を行った。コントロールを含むすべてのサン
プルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % (v/v)の DMSO が含まれるよう調整した。(A-C, 
E および F)：Total cellular RNA を抽出し、転写物を Real-time PCR により分析した。(D)：




図 2 nano--TCP によって誘導される IL-8 発現は、細胞外 Ca²⁺および細胞外 Pi に起因し
ない 
(A ,B)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP 刺激により図に示され
た時間培養した。培養上清中の Ca²⁺と Pi の濃度は、材料および方法に記載された通りに測






を示す)。(C)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP、10 mM の CaCl
₂、3 mM の Pi (NaH₂PO₄と Na₂HPO₄の混合物、pH7.4) によりそれぞれ刺激され、図に
示した時間培養した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析




図 3 Nano-TCP による IL-8 発現は NF-B 経路に依存する 
(A)：コンフルエントになったCa9-22は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-
により分間刺激した。NF-B p65 の核内移動は材料及び方法で記載した通りに免疫染色 
(緑色)で検出した。矢印は p65 の核移動を示している。細胞核は DAPI 染色 (青色)によっ
て視覚化した(倍率：×400)。(B と C)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の
nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-により 48 時間刺激する 30 分前に BMS345541 によ
り前処理した。コントロールを含むすべてのサンプルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % 
(v/v)の DMSO が含まれるよう調整した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time 




図 4 nano-TCP による IL-8 発現は MAP キナーゼ経路に依存しない 
(A)：コンフルエントになったCa9-22は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-
により分間刺激した。細胞溶解物を p44/42 ERK1/2 (Thr202/Tyr204)、phospho-specific 
p38 MAPK (Thr180/Tyr182)、および JNK (Thr183/Tyr185)抗体を用いてウエスタンブロ





抗体はコントロールとして使用した (Molecular mass, ERK1: 42-kDa, ERK2: 44-kDa, 
p38: 43-kDa, JNK-1: 46kDa, JNK-2: 54-kDa)。独立した 3 回の実験の代表データを示す。
(B):リン酸化 ERK1、p38、および JNK1 の発現レベルはデンシトメトリースキャニングで
定量化した。リン酸化 ERK1、p38、および JNK1 の発現レベルの比較はそれぞれ ERK1、
p38、および JNK1 の発現レベルと比較した。(C と D)：コンフルエントになった Ca9-22
は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-により 48 時間刺激する 30 分前に
20の SB203580、PD98059、または SP600125 により前処理した。コントロールを含む
すべてのサンプルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % (v/v)のDMSOが含まれるよう調整し
た。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析した。同様の実験
を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均値±標準偏差とし
て示した。統計学的有意差あり (*、P<0.05、それぞれのコントロールと有意差がある)。 
 
図 5 nano-TCP と TNF-は Ca9-22 の IL-8 遺伝子発現誘導に対して相加的に作用する 
コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP と図に示した濃度の TNF-に
より 48 時間培養した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析
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